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Obtención de sustancias antioxidantes a partir de solucio-
nes del proceso de elaboración de aceitunas de mesa.
El procedimiento para la obtención de un extracto fenó-
lico, con alta concentración en sustancias antioxidantes,
consiste en ultrafiltrar diferentes soluciones del proceso
de elaboración de aceitunas de mesa conservadas duran-
te meses (soluciones del tratamiento con hidróxido sódi-
co, aguas de lavado, salmueras) mediante membranas de
tamaño de poro entre 1000-10000 daltons, adsorber las
sustancias fenólicas en resinas no-iónicas, recuperar los
fenoles mediante el empleo de etanol, evaporar el disol-
vente orgánico, tratar con carbón activo la solución acuo-
sa resultante, congelar el líquido a temperaturas inferiores
a 0ºC y liofilizar. Mediante este procedimiento se consigue
obtener un extracto sólido con un contenido en hidroxitiro-
sol superior al 60-80%. El procedimiento también permite
obtener un extracto rico tanto en hidroxitirosol como en el
glucósido del ácido elenólico.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S
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DESCRIPCION
Obtencion de sustancias antioxidantes a partir
de soluciones del proceso de elaboracion de acei-
tunas de mesa.
Sector de la tecnica
La presente invencion se encuadra dentro del
area de Agroalimentacion, en concreto en la ob-
tencion de sustancias de origen natural a partir de
subproductos de la industria alimentaria. Sin em-
bargo, el procedimiento de invencion puede tener
tambien una gran importancia para la industria
Farmaceutica, Cosmetica y Qumica.
Estado de la tecnica
La elaboracion de aceitunas verdes estilo espa-
~nol o sevillano implica una etapa de tratamiento
de los frutos con una solucion de NaOH, lavado
posterior de los mismos con agua, seguido de su
inmersion en salmuera. Durante la permanen-
cia en ella, generalmente tiene lugar una fermen-
tacion de tipo lactico, con lo que la salmuera se
enriquece en dicho acido. De otra parte, las acei-
tunas poseen una alta concentracion de sustan-
cias fenolicas, en especial oleuropena, (Amiot et
al., 1986; J. Agric. Food Chem. 34, 823-826).
El tratamiento alcalino hidroliza la oleuropena
dando lugar al fenol hidroxitirosol y al glucosido
del acido elenolico (Brenes and de Castro, 1998; J.
Sci. Food Agric. 77, 353-358). As, las soluciones
de hidroxido sodico, aguas de lavado y salmueras
se encuentran muy enriquecidas en ambas sustan-
cias (Sanchez et al., 1995; J. Sci. Food Agric. 37,
19-24.; Brenes et al., 1995; J. Agric. Food Chem.
43, 2702-2706). Todas estas soluciones represen-
tan un grave problema de vertido y la obtencion
de sustancias de interes alimentario, nutricional y
de salud a partir de las mismas podra ayudar a
disminuir o resolver el grave problema medioam-
biental que representan.
Otra de las preparaciones comerciales de acei-
tunas de mesa es la elaboracion de aceitunas en-
negrecidas por oxidacion. En este tipo de ela-
boracion las aceitunas se conservan en solucio-
nes acidicadas con acido acetico y opcionalmente
tambien se emplea NaCl. Los frutos se conservan
durante meses en estas soluciones acuosas y a lo
largo de este periodo se van difundiendo, entre
otras, las sustancias fenolicas desde el fruto a los
medios lquidos que las rodean. Paralelamente,
debido a las condiciones acidas del medio, la oleu-
ropena se va hidrolizando en el medio acido y se
va formando hidroxitirosol (Brenes et al., 1993;
J. Food Sci. 58, 347-350). Estas soluciones aci-
dicadas, ricas en hidroxitirosol, son tambien, en
la actualidad, vertidos de la industria del aderezo
de aceitunas.
Tanto las soluciones de conservacion de las
aceitunas ennegrecidas por oxidacion como las
salmueras de fermentacion de las verdes estilo
espa~nol son lquidos disponibles a lo largo de todo
el a~no. Sin embargo, las soluciones de hidroxido
sodico y las aguas de lavado se generan en un pe-
riodo corto de tiempo, entre 1 y tres meses. Por
ello, es necesario un metodo de conservacion de
estas soluciones con vistas a no producirse malos
olores, perdidas de sustancias fenolicas por oxi-
dacion del medio, etc. No existe ningun estudio
sobre este tema y el procedimiento de invencion
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contempla esta etapa previa a la extraccion de las
sustancias de interes.
Los compuestos que se pretenden obtener son
en primer lugar un extracto fenolico muy rico
en hidroxitirosol (3,4-dihidroxifenil etanol). Esta
sustancia tiene un alto interes alimentario, nutri-
cional y cosmetico ya que es un ortodifenol de
gran capacidad antioxidante. De hecho, es, en
gran medida, responsable del alto grado de esta-
bilidad que posee el aceite de oliva frente a los de
semilla. (Baldioli et., 1996; J. Am. Chem. Oil
Soc. 73,1589-1593).
Otra de las sustancias que se obtienen me-
diante la aplicacion de la presente invencion es
el glucosido del acido elenolico. El interes por la
misma reside en su actividad antibacteriana y an-
tivrica (Heinze et al., 1975; Antimicrobial Agents
and Chemotherapy 8, 421-425).
Finalmente, no existe ningun metodo paten-
tado o artculo publicado sobre la obtencion de
estas sustancias, bien puras o en extractos, a par-
tir de los diferentes lquidos del aderezo de acei-
tunas de mesa. A lo largo de varios a~nos se ha
desarrollado un proceso de obtencion de dichas
sustancias, fruto del cual, es el procedimiento que
se patenta.
Descripcion de la invencion
Consiste en obtener un extracto fenolico, rico
en hidroxitirosol, a partir de diferentes lquidos
del aderezo de aceitunas.
Los lquidos a partir de los cuales se puede
obtener el extracto fenolico son las soluciones de
hidroxido sodico, aguas de lavado y salmueras de
fermentacion del proceso de elaboracion de acei-
tunas verdes estilo espa~nol y, por otra parte, las
soluciones acidas de conservacion de las aceitu-
nas destinadas a negras oxidadas o de color cam-
biante.
Cuando se emplean salmueras de fermentacion
de aceitunas verdes estilo espa~nol o soluciones
acidas de conservacion de las aceitunas negras
por oxidacion o de color cambiante se parte de
lquidos que han estado conservados en el fermen-
tador en contacto con las aceitunas al menos du-
rante 5-8 meses. Estas salmueras de fermentacion
pueden proceder del proceso tradicional con la-
vados de los frutos despues del tratamiento con
NaOH, o bien de procesos en los que no se la-
van las aceitunas con lo cual la concentracion en
sustancias fenolicas de las mismas es mucho ma-
yor (Gonzalez et al., 1984; Grasas y Aceites 35,
155-159).
Cuando se parte de soluciones de hidroxido
sodico o aguas de lavado del proceso de elabora-
cion de aceitunas verdes estilo espa~nol es necesa-
rio conservar estos lquidos durante un periodo de
tiempo de al menos 5-6 meses, lo cual puede lle-
varse a cabo en los mismos fermentadores en los
que se procesan las aceitunas. Este periodo de
conservacion es necesario para que se produzca
la hidrolisis del glucosido del acido elenolico y a
la vez del acido elenolico con lo cual el extracto
fenolico obtenido estara libre de estos compuestos
y, por tanto, mas enriquecido en hidroxitirosol.
Para la conservacion de estas soluciones lquidas
se procedera a la bajada del pH de las mismas
por debajo de 4-5 unidades mediante el empleo de
acidos inorganicos, tales como HCl, fosforico, etc.
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Posteriormente, se procedera antes de 24 horas a
la inoculacion de estos lquidos mediante inoculo
de bacterias lacticas. Alternativamente, para las
aguas de lavado, se puede proceder simplemente
a la inoculacion de estos lquidos sin necesidad de
correccion del pH. Durante todas estas manipu-
laciones siempre hay que tener mucho cuidado en
no producir excesiva aireacion de los lquidos, lo
cual implicara oxidacion de hidroxitirosol y, por
tanto, perdidas del producto a obtener.
Todos los lquidos de los que se parte, solucio-
nes conservadas de hidroxido sodico y aguas de la-
vado, salmueras de fermentacion y soluciones aci-
dicadas, presentan una cierta coloracion y tur-
bidez debido a la presencia de microorganismos y
polmeros fenolicos, entre otros, que es necesario
eliminar. Para ello, se empleara la ultraltracion
o nanoltracion, mediante el uso de membranas
tubulares de corte molecular entre 1000 y 10000
daltons. De esta forma se consigue un permeado
con poca coloracion en el cual se han eliminado,
ademas de microorganismos, compuestos de peso
molecular mayor de 1000-10000.
A continuacion, el permeado obtenido en la
ultraltracion se sometera al tratamiento con re-
sinas no-ionicas. Estas resinas, por ejemplo resi-
nas Amberlite de la serie XAD, adsorberan pre-
ferentemente a las sustancias fenolicas, en espe-
cial hidroxitirosol. Este proceso se puede llevar
a cabo mediante tratamiento en ba~no, o bien en
columnas en serie rellenas de estas resinas. Los
fenoles adsorbidos en las columnas se liberaran de
las mismas mediante el empleo de solventes tales
como etanol o metanol.
El extracto alcoholico, el cual contendra un
cierto porcentaje de agua, se destilara para eva-
porar el disolvente organico, con vistas a recupe-
rarlo. El concentrado acuoso, muy rico en sustan-
cias fenolicas, sera sometido posteriormente a un
tratamiento con carbon activo. El objeto de dicho
tratamiento es la eliminacion casi completa de la
coloracion residual que todava tiene el extracto,
as como de olores y sabores extra~nos. Este tra-
tamiento con carbon activo se puede llevar a cabo
bien en ba~no o en columnas en serie.
Finalmente, el extracto acuoso se congelara a
temperaturas inferiores a 0C y sometera a un
proceso de liolizacion a vaco. Una vez naliza-
das todas las etapas se obtendra un residuo solido
con cantidades superiores al 60-80 % en hidroxiti-
rosol, comprobado por HPLC y RMN, junto con
menores porcentajes de tirosol.
El lquido que fue sometido al tratamiento con
resinas no-ionicas esta muy enriquecido en acidos
organicos, en particular lactico o bien acetico, y
libre de color y sustancias fenolicas. Por ello,
este lquido puede ser utilizado tal cual en algu-
nas fases del proceso de elaboracion de aceitunas
de mesa, tales como conservacion o envasado, o
bien, ser sometido a un proceso de concentracion
mediante osmosis inversa, y ser utilizado tambien
en diferentes fases del proceso de elaboracion de
aceitunas.
El procedimiento de invencion que se patenta
permite tambien la obtencion de otro tipo de ex-
tractos. Por ejemplo, si el lquido de que se parte
para aplicar el procedimiento no ha tenido un pe-
riodo de conservacion previa superior a 5-6 meses,
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el extracto nal contendra con una gran porcen-
taje de glucosido de acido elenolico. Como se ha
comentado, este compuesto presenta propiedades
antimicrobianas con lo cual puede ser interesante
obtener un extracto no solo rico en antioxidantes,
sino tambien, en sustancias antimicrobianas.
Finalmente, si lo que se pretende es obtener
solo el glucosido del acido elenolico, se partira de
soluciones de hidroxido sodico o bien aguas de la-
vado y se someteran por un periodo superior a
24 horas a aireacion en medio alcalino. De esta
forma, se consigue oxidar el hidroxitirosol y, por
tanto, despues en el extracto obtenido no se en-
cuentra en cantidades apreciables acompa~nando
al glucosido del acido elenolico y tirosol. Con
este procedimiento hay que tener la precaucion de
emplear mayores cantidades de resina y carbon
activo para lograr una buena decoloracion del
lquido.
Ejemplo de realizacion de la invencion
Ejemplo 1
Un ejemplo de obtencion de un extracto feno-
lico con alta concentracion en hidroxitirosol con-
siste en tratar 1000 kg de aceitunas con 500 litros
de una solucion de hidroxido sodico de un 2 %
(p/v), se retira esta solucion alcalina cuando ha
penetrado hasta 2/3 de la pulpa y se cubren las
aceitunas con 500 litros de agua. Despues de 14
horas, el agua de lavado se coloca en un recipiente
con cierre anaerobico para evitar la oxidacion de
las sustancias fenolicas. Se inocula esta agua de
lavado a las 24 horas con un cultivo de bacterias
lacticas, con vistas a alcanzar 106 UFC/ml. El de-
sarrollo de estos microorganismos dara lugar a la
bajada del pH del medio por debajo de 4.5 unida-
des, como consecuencia de la produccion de acido
lactico. A continuacion, las aguas se mantienen
en condiciones anaerobicas durante 12 meses y
se procedera a la extraccion y puricacion de las
sustancias fenolicas.
En primer lugar, se ultraltran las aguas de
lavado con un equipo de UF-OI de membranas
tubulares de corte molecular 4000 daltons, con lo
cual se consiguen unos 450 litros de permeado.
Mediante esta tecnica se elimina la mayora de
los compuestos de peso molecular mayor a 4000
daltons, en particular polmeros coloreados, aun-
que tambien se pierde parte de acidos organicos y
compuestos fenolicos. As, el color, medido como
la diferencia de absorbancia entre 440 y 700 nm,
en el permeado es de 0.06. La concentracion de
hidroxitirosol tambien baja de 4 g/l hasta 3 g/l.
Seguidamente, el agua de lavado, sin apenas
coloracion, se somete a un tratamiento con resina
no-ionica, amberlite de la serie XAD. La reali-
zacion de esta etapa en ba~no implica tratar los
450 litros de agua de lavado ultraltrada con 75
kg de resina. Despues de unas 5-24 horas de con-
tacto se elimina mediante ltracion el agua de
lavado, se lava con agua la resina, se elimina este
agua y se recuperan los fenoles adsorbidos en la
resina mediante el empleo de etanol (150 litros
de etanol se ponen en contacto con la resina du-
rante una hora y se recupera el etanol mediante
ltracion). Durante esta etapa tambien se pierde
hidroxitirosol (20 %).
La solucion etanolica se somete a destilacion
con vistas a recuperar el etanol, quedando un resi-
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duo acuoso (20 litros), con cierta coloracion ama-
rillenta (<0.1). Este residuo acuoso se somete a
tratamiento con carbon activo en ba~no para la
completa eliminacion del color, olor y sabores re-
siduales. El tratamiento en ba~no implica a~nadir 1
kg de carbon activo al residuo acuoso y eliminar
mediante ltracion el carbon.
Finalmente, el extracto acuoso se congela a -
20C y se lioliza para la completa eliminacion
del agua. A lo largo de estas ultimas etapas se
perdera tambien un cierto porcentaje de hidroxi-
tirosol (20 %). Con todo ello, al nal se obtiene
un residuo solido con una alta concentracion en
hidroxitirosol (> 70 %), con apenas coloracion y
con una cantidad de antioxidantes recuperado su-
perior al 50 % del inicial en las aguas de lavado.
Ejemplo 2
Otro ejemplo de aplicacion de la invencion
consiste en la obtencion de glucosido del acido
elenolico. Para ello, se parte del agua de lavado
obtenida segun el ejemplo 1. Esta agua de lavado
fresca se somete a oxidacion mediante la inyeccion
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de aire u oxgeno en la masa lquida por un pe-
riodo de tiempo de 48 horas. A continuacion, se
procede a ultraltrar el agua de lavado en simi-
lares condiciones a las descritas en el ejemplo 1.
El color del permeado en este caso es superior
a 0.1 y la concentracion del glucosido del acido
elenolico ha disminuido desde 7 g/l hasta 6 g/l.
Seguidamente, el agua de lavado se somete a tra-
tamiento con resinas amberlite de la serie XAD,
de forma similar al ejemplo 1, solo que la cantidad
de resina es 125 kg. El extracto etanolico obte-
nido en la regeneracion de la resina tambien se
somete a destilacion y el residuo acuoso a trata-
miento con carbon activo, aunque las cantidades
de carbon son superiores a las empleadas en el
ejemplo 1,2 kg. El extracto acuoso tambien se
congela y lioflliza, con lo cual al nal se obtendra
un residuo blanquecino-amarillento con una con-
centracion de glucosido de acido elenolico supe-
rior al 70 %. En este ejemplo se habra recupe-
rado tambien una cantidad superior al 50 % de la
inicial de glucosido en el agua de lavado.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de obtencion de sustancias
antioxidantes a partir de soluciones del proceso
de elaboracion de aceitunas de mesa, caracteri-
zado porque cuando la sustancia antioxidante a
obtener es hidroxitirosol, el procedimiento incluye
las siguientes etapas:
a) ultraltracion de las soluciones por mem-
branas de tama~no de poro entre 1000-10000
daltons.
b) tratamiento del permeado obtenido en la
etapa anterior con resinas no ionicas.
c) recuperacion de las sustancias antioxidantes
adsorbidas en las resinas no ionicas median-
te tratamiento con disolventes.
d) destilacion de la disolucion procedente de la
etapa anterior para obtener un concentrado
acuoso.
e) tratamiento con carbon activo de dicho con-
centrado acuoso.
f) congelacion del extracto acuoso a tempera-
turas inferiores a 0C y liolizacion a vaco
consiguiendose un residuo solido con una concen-
tracion superior al 60% en hidroxitirosol.
2. Procedimiento de obtencion de sustancias
antioxidantes a partir de soluciones del proceso
de elaboracion de aceitunas de mesa segun la rei-
vindicacion 1, caracterizado porque las solucio-
nes del proceso de elaboracion de aceitunas de
mesa utilizadas como lquidos de partida son sal-
mueras de fermentacion de aceitunas verdes estilo
espa~nol, procedentes de procesos con o sin lavados
despues del tratamiento de las aceitunas.
3. Procedimiento de obtencion de sustancias
antioxidantes a partir de soluciones del proceso de
elaboracion de aceitunas de mesa segun la reivin-
dicacion 1, caracterizado porque las soluciones
del proceso de elaboracion de aceitunas de mesa
utilizadas como lquidos de partida son solucio-
nes acidas del proceso de elaboracion de aceitu-
nas negras oxidadas, conservadas por un periodo
superior a 5 meses.
4. Procedimiento de obtencion de sustancias
antioxidantes a partir de soluciones del proceso de
elaboracion de aceitunas de mesa segun la reivin-
dicacion 1, caracterizado porque las soluciones
del proceso de elaboracion de aceitunas de mesa
utilizadas como lquidos de partida son las solu-
ciones de hidroxido sadico o las aguas de lavado
del proceso de elaboracion de aceitunas verdes es-
tilo espa~nol.
5. Procedimiento de obtencion de sustancias
antioxidantes a partir de soluciones del proceso
de elaboracion de aceitunas de mesa segun las
reivindicaciones 1 y 4, caracterizado porque las
soluciones de hidroxido sodico o las aguas de la-
vado del proceso de elaboracion de aceitunas ver-
des estilo espa~nol se someten previamente a las
siguientes etapas:
- correccion del pH hasta un valor inferior a
5 mediante el empleo de acidos.
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- inoculacion de dichas disoluciones con bac-
terias lacticas
- conservacion de dichas disoluciones durante
un periodo de tiempo superior a 5 meses.
6. Procedimiento de obtencion de sustancias
antioxidantes a partir de soluciones del proceso
de elaboracion de aceitunas de mesa segun las
reivindicaciones 1-5, caracterizado porque el di-
solvente utilizado para la recuperacion de las sus-
tancias antioxidantes adsorbidas en las resinas no
ionicas es etanol.
7. Procedimiento para la obtencion de sus-
tancias antioxidantes a partir de soluciones del
proceso de elaboracion de aceitunas de mesa, ca-
racterizado porque cuando la sustancia antioxi-
dante a obtener es glucosido del acido elenolico,
el procedimiento incluye las siguientes etapas:
a) aireacion de las soluciones de hidroxido
sodico o de aguas de lavado del proceso de
elaboracion de aceitunas verdes en medio
alcalino por un periodo superior a 24 horas.
b) ultraltracion de las soluciones aireadas en
la etapa anterior a traves de membranas de
tama~no de poro entre 1000-10000 daltons.
c) tratamiento del permeado obtenido en la
etapa anterior con resinas no ionicas.
d) recuperacion de las sustancias antioxidantes
adsorbidas en las resinas no ionicas median-
te tratamiento con disolventes.
e) destilacion de la disolucion procedente de la
etapa anterior para obtener un concentrado
acuoso.
f) tratamiento con carbon activo de dicho con-
centrado acuoso.
g) congelacion del extracto acuoso a tempera-
turas inferiores a 0C y liolizacion a vaco.
8. Procedimiento para la obtencion de sustan-
cias antioxidantes a partir de soluciones del pro-
ceso de elaboracion de aceitunas de mesa segun
la reivindicacion 7, caracterizado porque el tra-
tamiento con resinas no ionicas se lleva a cabo en
una proporcion de 0.27 Kg/litro solucion a tratar.
9. Procedimiento para la obtencion de sustan-
cias antioxidantes a partir de soluciones del pro-
ceso de elaboracion de aceitunas de mesa segun
las reivindicaciones 7 y 8, caracterizado porque
el disolvente utilizado para la recuperacion de las
sustancias antioxidantes adsorbidas en las resinas
no ionicas es etanol en una proporcion compren-
dida entre 2-4 litros/kg resina.
10. Utilizacion del extracto obtenido median-
te un procedimiento segun las reivindicaciones 1-6
para el enriquecimiento nutricional de alimentos
tales como leche y derivados, zumos y grasas.
11. Utilizacion del extracto obtenido median-
te un procedimiento segun las reivindicaciones 7-9
para el enriquecimiento nutricional de alimentos
tales como leche y derivados, zumos y grasas.
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